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　 　 【摘要】 　
 

缺氧是多种慢性呼吸疾病、心血管疾病、脑缺血和实体肿瘤等重大疾病的重要发病环节,而细

胞缺氧模型作为解析缺氧应答机制、筛选潜在治疗靶点的重要工具,其构建的科学性与适用性直接影响研究

结论的可靠性,对开展相关疾病防治研究具有重要意义。 目前,细胞缺氧模型的构建与应用研究已取得了阶

段性成果,但在模型评价体系和组织细胞特异性方面仍具有一定的局限性。 本文总结缺氧发生发展机制及指

标评价研究现状,结合组织特异性特点,探讨细胞缺氧模型的构建与优化,为模型构建提供参考,助力靶向治

疗的研发与转化。
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　 　 【Abstract】　
 

Hypoxia
 

is
 

an
 

important
 

part
 

of
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

many
 

chronic
 

respiratory
 

and
 

cardiovascular
 

diseases,
 

cerebral
 

ischemia,
 

and
 

solid
 

tumors,
 

and
 

other
 

major
 

diseases.
 

Cell
 

hypoxia
 

models
 

provide
 

an
 

important
 

tool
 

for
 

analyzing
 

the
 

mechanism
 

of
 

hypoxia
 

responses
 

and
 

for
 

screening
 

potential
 

therapeutic
 

targets.
 

The
 

scientific
 

aspects
 

and
 

applicability
 

of
 

model
 

construction,
 

however,
 

can
 

directly
 

affect
 

the
 

reliability
 

of
 

the
 

research
 

conclusion
 

,
 

and
 

are
 

thus
 

of
 

great
 

significance
 

to
 

the
 

development
 

of
 

related
 

disease
 

prevention
 

and
 

treatment
 

research.
 

Research
 

on
 



the
 

construction
 

and
 

application
 

of
 

cell
 

hypoxia
 

models
 

has
 

currently
 

achieved
 

stage-by-stage
 

result
 

,
 

but
 

there
 

are
 

still
 

some
 

limitations
 

in
 

terms
 

of
 

the
 

model-evaluation
 

system
 

and
 

tissue
 

cell
 

specificity.
 

This
 

paper
 

summarizes
 

the
 

current
 

status
 

of
 

research
 

on
 

the
 

mechanism
 

of
 

hypoxia
 

occurrence
 

and
 

development
 

and
 

the
 

evaluation
 

of
 

indicators.
 

We
 

combine
 

the
 

tissue-specific
 

characteristics,
 

and
 

discuss
 

the
 

construction
 

and
 

optimization
 

of
 

the
 

cellular
 

hypoxia
 

model
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

future
 

model
 

construction
 

and
 

to
 

support
 

future
 

research,
 

development,
 

and
 

translation
 

of
 

targeted
 

therapies.
【 Keywords 】 　 cellular

 

hypoxia
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hypoxia
 

mechanism;
 

tissue
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model
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and
 

optimization
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.

　 　 缺氧( hypoxia) 是指组织器官供氧不足或氧

利用障碍引发的病理过程,通过触发能量代谢紊

乱、缺氧诱导因子( hypoxia
 

inducible
 

factor,HIF)
信号通路异常激活及氧化应激( oxidative

 

stress,
OS)等分子级联反应[1] ,驱动慢性呼吸系统疾病

的气道重塑与炎症、心血管疾病的心肌细胞凋

亡、脑缺血的神经兴奋性毒性损伤以及实体肿瘤

的恶性增殖与耐药等多种重大疾病的病理进

程[2-5] 。 因此,解析缺氧的分子机制及其在疾病

中的作用,建立高度可控且能模拟体内病理生理

状态的缺氧研究模型成为解析分子机制与筛选

治疗靶点的关键。 动物模型虽可反映整体器官,
但因个体差异大、分子通路操控精度不足及伦理

成本限制,难以满足机制研究的可控性需求;而
临床研究虽直接关联人类疾病,但受限于样本可

及性和动态监测壁垒而难以开展。 在此背景下,
体外细胞缺氧模型凭借其环境参数精准可控、实
验通量高、分子机制解析便捷等突出优势,自 20
世纪中叶以来逐步发展为该领域的核心研究工

具。 研究者已建立起物理调控(缺氧培养箱、缺
氧小室和缺氧袋等)、化学诱导模拟(如氯化钴培

养法、连二亚硫酸钠(sodium
 

dithionite,
 

Na2S2O4 )
耗氧法等)和基因编辑等技术手段[6] 。

随着研究的深入,对细胞缺氧模型的优化需

求逐步显现。 现有方案多采用通用化构建逻辑,
忽视了不同组织来源细胞对缺氧的差异性应答,
如心肌细胞对缺氧的敏感性远高于成纤维细

胞[7] ,神经细胞在缺氧状态下更易发生兴奋性毒

性损伤[8] 。 这种生物学本质差异导致通用模型

难以精确模拟特定疾病的缺氧病理表型,而评价

体系维度不足进一步制约模型可靠性:当前对模

型有效性的判断多依赖单一指标,如 HIF-1α 的表

达水平,缺乏对细胞功能状态、代谢表型等多维

度的综合评估,使得部分模型与体内真实缺氧微

环境的关联性不足。 基于上述问题,深入探讨组

织特异性与细胞缺氧模型构建的内在联系,实现

模型的精准优化已成为该研究领域的关键。 本

文总结细胞缺氧模型的常用构建方法与评价指

标,以组织特异性为切入点,分析不同组织细胞

对缺氧的特异性应答规律,提出基于组织特性的

模型构建与优化,旨在为研究者提供更具针对性

的模型选择依据。

1　 细胞缺氧模型构建的基本模式

1. 1　 化学性缺氧模型

　 　 化学性缺氧模型是利用化学物质模拟生物

体内缺氧状态。 根据作用方式可分为两类:添加

化学物质来消耗细胞培养基内氧气使细胞供氧

不足,如 Na2S2O4 在水溶液中能迅速与氧气发生

化学反应,大量消耗溶解氧,导致细胞周围氧含

量急剧下降,来营造缺氧微环境[9] ;另一类是将

化学物质直接作用于细胞,干扰细胞对氧气的利

用,如氯化钴(cobalt
 

chloride,
 

CoCl2 )能够竞争性

的抑制脯氨酰羟化酶(prolyl
 

hydroxylase,PHD)活

性,使 HIF-1α 无法被羟化而在细胞内稳定积累,
从而激活下游一系列靶基因(如血管内皮生长因

子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)、促红

细胞生成素( erythropoietin,EPO)、葡萄糖转运蛋

白 1(glucose
 

transporter
 

1,GLUT1)等)的转录,来
模拟细胞对缺氧的应答过程[10] 。 此外,去铁胺

(deferoxamine,DFO)与 CoCl2 诱导细胞缺氧模型

方式相似,通过螯合铁离子,使 PHD 活性被抑制,
导致 HIF-1α 无法被正常羟化而积累,进而激活相

关基因的表达[11] 。 而氰化钠 ( sodium
 

cyanide,
NaCN)则是通过解离氰离子(CN- )对细胞线粒体
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电子传递链复合体造成不可逆的抑制反应[12] 。
化学性缺氧模型的优势在于操作便携和高

效,不需要特殊的低氧设备,在常规细胞培养条

件下即可开展,可大幅降低实验成本。 目前化学

性缺氧模型应用广泛,但仍与生理性缺氧存在本

质差异。 化学物质在细胞内的代谢过程复杂,这
种非生理性的干预可能引发细胞的异常应激反

应、干扰细胞正常代谢或毒性作用等,限制了对

缺氧病理机制的真实反映。
1. 2　 物理性缺氧模型

　 　 物理性缺氧是通过使用低氧设备精确调控

培养环境中的气体成分,降低氧气浓度,高度还

原细胞的缺氧环境,是研究细胞缺氧机制的重要

工具。 常用的低氧设备有低氧培养箱、缺氧小室

以及厌氧袋 / 厌氧罐等[13-15] 。 这些设备可以通过

调节氧气、氮气、二氧化碳的比例或消耗单位空

间的氧气来模拟生理病理缺氧状态,广泛应用于

肿瘤、心血管和神经系统等领域。 但物理性缺氧

的设备价格昂贵,且需要定期维护气体检测系

统。 此外,在转移细胞过程中,外界氧气难免会

进入培养环境,从而影响缺氧环境。 这种构建模

型的方法对实验室资金及人员技术条件要求较

高,难以广泛应用。
1. 3　 基因工程缺氧模型

　 　 基因工程技术通过对细胞内特定基因进行

编辑、调控或导入外源基因,干预细胞与缺氧反

应密切相关的信号通路、代谢途径或细胞功能相

关基因,改变细胞在缺氧环境下的生物学行为,
构建符合研究需求的细胞缺氧模型[16,17] 。 基因

工程可根据研究需求结合多组学技术定制模型,
具有特异性和针对性[18] 。 然而基因标记技术目

前仍存在脱靶效应,可能导致非预期的基因改变

从而影响实验结果的准确性(见表 1)。

2　 细胞缺氧的病理机制及模型评价

指标

2. 1　 能量代谢紊乱与线粒体结构功能障碍

　 　 能量代谢是指生物体内物质代谢时所伴随

的能量释放、转移、储存和利用的过程。 细胞能

量主要由线粒体呼吸作用提供,其中氧气参与了

线粒体电子传递链,是细胞能量代谢不可或缺的

环节[19] 。 在缺氧条件下,细胞能量代谢系统首先

受到影响。 线粒体是能量代谢的中心环节,通过

氧化磷酸化产生能量( ATP)以维持机体需求,并
且在内源性的信号传导中处于中心位置[20] 。 当

氧气供应不足时可直接抑制线粒体电子传递链,
特别是复合物 I 和 IV 的活性,线粒体氧化磷酸化

的效率下降,导致 ATP 生成减少,最终导致能量

供应不足。 细胞为了维持基本能量需求,进而激

活替代性能量途径,如糖酵解,虽然这种代谢编

程能够产生 ATP,但其效率低下且产生大量乳

酸,将进一步恶化细胞内环境[21] 。 同时,缺氧还

会影响线粒体的形态学特征,如线粒体膜电位下

降、线粒体膨胀、嵴减少等,这些变化可进一步加

剧线粒体功能障碍[22-24] 。
因此,在评价细胞缺氧模型时,细胞能量代

谢状态和线粒体的功能状态是评价缺氧导致细

胞 损 伤 的 关 键。 乳 酸 脱 氢 酶 ( lactate
 

dehydrogenase,LDH)是糖酵解通量的关键示踪指

标,可反映糖酵解水平,常用比色法和荧光法来

进行检测。 NAD+ / NADH 是糖酵解过程中两种关

键辅酶,起到代谢枢纽的作用,通常使用酶循环

法来进行检测。 ATP 是能量危机的直接生物标

志物,在急性缺氧时糖酵解代偿使 ATP 短暂维

持,当组织处于持续缺氧时,糖酵解效率不足导

致 ATP 耗竭,常用比色法或荧光法来进行 ATP
含量的测定。 通过荧光或流式细胞术来检测线

粒体膜电位( ΔΨm)的变化是线粒体能量代谢功

能的核心指标,可线粒体膜电位的降低预示 ATP
合成效率下降。 检测氧化磷酸化相关基因 mRNA
的水平(如 ND1-6、ND4L、ATP6、ATP8 等),这些

基因编码线粒体电子传递链复合物 1 和 ATP 合

酶的关键亚基,旨在评估细胞在应对缺氧压力

时,是否通过上调这些关键基因的表达来修复或

增强线粒体和 ATP 合成能力。
2. 2　 活性氧(reactive

 

oxygen
 

species,ROS)产生

与 OS
　 　 ROS 是生物有氧代谢过程中的副产物。 在

正常生理条件下,细胞内的 ROS 水平受到严格的

调节,且在细胞内发挥双重作用:低浓度时作为

信号分子参与多种生理过程的调节,高浓度时则

导致机体出现氧化损伤[25,26] 。 当机体内 ROS 的

产生和清除水平失衡,则出现 OS。 缺氧条件下,
ROS 的产生显著增加,可诱发 OS[27] 。 此外,ROS

49 中国比较医学杂志 2026 年 1 月第 36 卷第 2 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

January
 

2026,Vol.
 

36,No.
 

2



不仅直接导致氧化损伤,还可通过激活多种信号

通路参与细胞命运的调控,如激活 NF-κB、Nrf2 /
HO-1 等信号通路进一步影响细胞的生存、增殖和

死亡[28,29] 。
OS 水平是评估缺氧诱导的氧化损伤程度以

及细胞自身防御效能的关键指标。 检测细胞内

总 ROS 水平是细胞是否发生 OS 的直接证据,线
粒体特异性 ROS 的检测是发现缺氧损伤的源头,
对评价线粒体功能障碍具有重要意义。 丙二醛

(glutaraldehyde,MDA)作为脂质过氧化的特异性

最终产物,它的水平可反映细胞结构氧化损伤的

氧化程度,当细胞膜完整性被破坏,MDA 水平则

升高。 超氧化物歧化酶 ( superoxide
 

dismutase,
SOD)、谷胱甘肽( glutathione,GSH)、过氧化氢酶

(catalase,CAT)等同样也是细胞内关键的抗氧化

酶和分子,检测其含量可以反映细胞清除 ROS 的

内源能力。
2. 3　 HIF 信号通路激活与下游效应

　 　 HIF 是一种转录因子,细胞 HIF 信号通路的

激活在机体对低氧环境的响应中发挥关键作用。
表 1　 不同缺氧模型方法的分类、原理及特点

Table
 

1　 Classification,
 

principles,
 

and
 

characteristics
 

of
 

different
 

hypoxia
 

modeling
 

methods
模型类别

Model
 

category
具体方法

Concrete
 

method
原理

Principle
适用场景

Applicable
 

scenarios
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

连二亚硫酸钠[9]
 

Na2 S2 O4

环境耗氧型:消耗细胞
培养液内溶解氧,造成
培养环境物理性缺氧
Environmental

 

oxygen
 

consumption
 

type:
 

consumes
 

dissolved
 

oxygen
 

in
 

cell
 

culture
 

medium,
 

causing
 

physical
 

hypoxia
 

in
 

the
 

culture
 

environment

短期、剧烈的短时程
缺氧刺激;验证缺氧
响应元件的快速激
活
Short-term

 

intense
 

hypoxia;
 

rapid
 

activation
 

validation
 

of
 

hypoxia-responsive
 

elements

起 效 快, 低 成 本
Rapid

 

onset,
 

low
 

cost

作用不稳定,易复
氧;化学毒性强,
产生细胞毒性副
产物,干扰细胞代
谢
Unstable

 

effect
 

with
 

rapid
 

reoxygenation
 

risk;
 

significant
 

cytotoxicity
 

and
 

byproduct
 

generation

氯化钴[10]
 

CoCl2

分子模拟型: Co2+ 取代
HIF-1α 降 解 过 程 中
PHD 的 Fe2+ ,抑制 HIF-
1α 降解,模拟缺氧信号
Molecular

 

simulation
 

type:
 

Co2+
 

replaces
 

Fe2+
 

in
 

PHD
 

during
 

HIF-1α
 

degradation,
 

inhibits
 

HIF-1α
 

degradation,
 

and
 

simulates
 

hypoxic
 

signals

研究 HIF-1α 信号通
路的经典工具;筛选
或验证 HIF 靶基因
的表达
Classical

 

tools
 

for
 

studying
 

HIF-1α
 

signaling
 

pathway;
 

screening
 

or
 

verifying
 

the
 

expression
 

of
 

HIF
 

target
 

genes

应用最广泛的化
学缺氧模拟试剂;
使用简便,直接添
加,效果稳定, 可
重复性强
The

 

most
 

widely
 

used
 

chemical
 

hypoxia
 

simulation
 

reagent;
 

Easy
 

to
 

use,
 

stable
 

effect
 

and
 

strong
 

repeatability

具有细胞毒性,可
抑制细胞增殖、诱
导凋亡;其效应局
限于 HIF 通路
It

 

is
 

cytotoxic
 

and
 

can
 

inhibit
 

cell
 

proliferation
 

and
 

induce
 

apoptosis;
 

its
 

effect
 

is
 

limited
 

to
 

the
 

HIF
 

pathway

化学性缺氧模型
Chemical

 

hypoxia
 

models
去铁胺[11]

DFO

分子模拟型:通过剥夺
PHD 活性所需的 Fe2+ ,
模拟缺氧信号
Molecular

 

simulation
 

type:
 

simulating
 

hypoxic
 

signals
 

by
 

depriving
 

PHD
 

activity
 

of
 

the
 

required
 

Fe2+

HIF 信号通路的研
究,但对 Co2+ 敏感或
需要较低毒性的细
胞类型
Study

 

of
 

HIF
 

signaling
 

pathway,
 

but
 

cell
 

types
 

that
 

are
 

sensitive
 

to
 

Co2+
 

or
 

require
 

lower
 

toxicity

毒性相对 CoCl2 较
低
The

 

toxicity
 

is
 

relatively
 

low
 

compared
 

with
 

CoCl2

铁螯合作用可能
干扰其他铁依赖
的细胞过程
Iron

 

chelation
 

may
 

interfere
 

with
 

other
 

iron
 

dependent
 

cells

氰化钠[12]
 

NaCN

代谢抑制型:与细胞线
粒体细胞色素 C 氧化
酶不可逆结合,抑制电
子传递链,直接阻断有
氧呼吸
Metabolic

 

inhibition
 

type:
 

irreversibly
 

combines
 

with
 

cytochrome
 

C
 

oxidase
 

of
 

cellular
 

mitochondria,
 

inhibits
 

electron
 

transport
 

chain,
 

and
 

directly
 

blocks
 

aerobic
 

respiration

急性、严重的缺血 /
缺氧性能量代谢崩
溃和细胞死亡机制
Acute

 

and
 

severe
 

ischemic
 

/
 

hypoxic
 

energy
 

metabolism
 

collapse
 

and
 

cell
 

death
 

mechanisms

起效快,真实地模
拟缺血 / 缺氧时细
胞能量代谢危机
状态
It

 

takes
 

effect
 

quickly
 

and
 

truly
 

simulates
 

the
 

crisis
 

state
 

of
 

cellular
 

energy
 

metabolism
 

during
 

ischemia /
hypoxia

剧毒,效应过于剧
烈,不可逆的细胞
损伤和快速死亡
Highly

 

toxic,
 

the
 

effect
 

is
 

too
 

intense,
 

irreversible
 

cell
 

damage
 

and
 

rapid
 

death
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续表1

模型类别
Model

 

category
具体方法

Concrete
 

method
原理

Principle
适用场景

Applicable
 

scenarios
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

物理性缺氧模型
Physiological

 

hypoxia
 

models

三气培养箱[15]

Tri-gas
 

incubator

通过精确控制培养环
境中的 O2 、CO2 和 N2

比例,创造稳定、可控
的低氧环境
Precisely

 

controls
 

O2 ,
 

CO2 ,
 

and
 

N2
 levels

 

to
 

create
 

a
 

stable
 

and
 

controllable
 

hypoxic
 

environment

长期、稳定缺氧的精
细研究;模拟生理性
缺氧或慢性疾病
Long-term,

 

stable
 

hypoxia
 

studies;
 

chronic
 

disease
 

modeling

最接近生理 / 病理
缺氧状态;条件可
控,重复性好; 对
细胞无化学毒性
Closest

 

to
 

physiological /
pathological

 

state;
 

non-chemotoxic;
 

highly
 

controllable
 

and
 

reproducible

设备昂贵;操作相
对复杂
Expensive

 

equipment;
 

complex
 

operation

密封容器+耗氧剂 /
气体置换[13,

 

14]

Sealed
 

chamber + O2
 

scavenger / gas
 

replacement

使用厌氧罐、密封袋
等,加入化学耗氧剂
或充入混合惰性气体
来消耗氧气
Use

 

anaerobic
 

tank,
 

sealed
 

bag,
 

etc. ,
 

add
 

chemical
 

oxygen
 

consumption
 

agent
 

or
 

fill
 

mixed
 

inert
 

gas
 

to
 

consume
 

oxygen

短期缺氧刺激实验
Short-term

 

hypoxia
 

stimulation

成 本 低; 方 法 简
单;适合少量样品
Low

 

cost;
 

simple
 

procedure; small-
scale

 

sample
 

culture

氧浓度控制不精
确,可能产生有害
副产物;缺氧持续
时间短
Imprecise

 

O2
 

control;
 

potential
 

harmful
 

byproducts;
 

short
 

hypoxic
 

duration

基因工程缺氧模
型
Genetically

 

engineered
 

hypoxia
 

models

缺 氧 相 应 元 件
(HRE) 驱动报告基
因[16]

HRE-driven
 

reporter
 

gene

HRE 与报告基因连
接,转染细胞。 缺氧
时 HIF 激活,表达报
告基因,定量检测缺
氧程度
HRE

 

linked
 

to
 

a
 

reporter
 

gene;
 

HIF
 

activation
 

induces
 

reporter
 

expression
 

for
 

quantitative
 

hypoxia
 

detection

高通量筛选缺氧模
拟物;实时监测缺氧
动力学
High-throughput

 

screening
 

of
 

hypoxia
 

mimetics;
 

real-time
 

monitoring
 

of
 

hypoxia
 

kinetics

灵 敏 度 高, 可 实
时、动态检测细胞
内缺氧信号通路
活性
High

 

sensitivity;
 

enables
 

real-time
 

dynamic
 

monitoring
 

of
 

hypoxia
 

signaling
 

activity

仅报告 HIF 通路
活性,不代表整体
缺氧表型
Only

 

reports
 

HIF
 

pathway
 

activity;
 

does
 

not
 

reflect
 

overall
 

hypoxic
 

phenotype

过表达 / 敲减 HIF 或
其靶基因[17]

Overexpression /
knockdown

 

of
 

HIF
 

or
 

its
 

target
 

genes

质粒、慢病毒等工具,
直接上调或下调 HIF-
1α 等关键基因的表
达
Direct

 

modulation
 

of
 

HIF-1α
 

or
 

key
 

gene
 

expression
 

using
 

plasmids,
 

lentiviruses,
 

etc.

深入研究 HIF 或其
特定靶基因在缺氧
应答中的具体作用
机制
Mechanistic

 

studies
 

on
 

the
 

role
 

of
 

HIF
 

or
 

its
 

target
 

genes
 

in
 

hypoxic
 

response

因果关系明确,直
接研究特定基因
功能
Clear

 

causality,
 

direct
 

study
 

of
 

specific
 

gene
 

function

技术复杂;存在脱
靶效应;无法模拟
缺氧时全局性代
谢改变
Technically

 

complex
 

with
 

potential
 

off-target
 

effects;
 

fails
 

to
 

mimic
 

global
 

metabolic
 

changes
 

in
 

hypoxia

其通过调节多种下游基因表达,影响细胞的代

谢、血管生成、细胞凋亡和细胞自噬等多个方

面[30] 。 HIF 由 α 亚基和 β 亚基组成,其中 α 亚基

是氧依赖性的,而 β 亚基作用是组成型表达。 在

正常氧浓度下,HIF-1α 通过 PHD 的羟化修饰降

解 HIF-α 亚基。 而在缺氧条件下,PHD 活性下

降,HIF-α 亚基会积累并转移到细胞核中,与 HIF-
β 亚基结合形成 HIF 复合物[15,31] 。

HIF-1α 调节的下游基因包括糖酵解酶、乳酸

转运蛋白、VEGF、EPO 等[32] 。 因此,在评价细胞

缺氧模型时,HIF 信号通路相关表达水平及其下

游基因的表达变化是重要的评价指标。
2. 4　 细胞程序性死亡

　 　 在缺氧条件下,细胞程序性死亡增加是导致

组织损伤和功能障碍的重要原因,包括细胞凋

亡、自噬等程序性死亡过程。 机体缺氧时,细胞
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凋亡可以通过多种途径被激活。 其中,线粒体依

赖性凋亡是最主要的途径之一。 缺氧导致线粒

体膜电位下降,细胞色素 C 释放,激活半胱氨酸

蛋白酶家族中 caspase-9,进而激活下游 caspase-3
和 caspase-7,最终导致细胞凋亡[33] 。 内质网是细

胞内蛋白质合成和折叠的主要场所,缺氧条件

下,细胞为了适应环境变化会启动一系列的应激

反应,导致蛋白质折叠错误和未折叠蛋白的积累

而激 活 未 折 叠 蛋 白 反 应 ( unfolded
 

protein
 

response,UPR)。 如果应激持续存在,UPR 会从

适应性转变为促凋亡性,最终导致细胞凋亡[34] 。
当机体供氧不足时,细胞会自动启动自噬机制。
研究表明缺氧可通过抑制 mTOR 通路、激活 HIF
信号通路,并通过 HIF-1α 促进 BNIP3 和 BNIP3L
的表达来促进自噬并抑制凋亡[31] 。 因此,当研究

细胞在缺氧条件下的程序性死亡时,通过聚合酶

链式反应和蛋白质免疫印迹技术来检测相关基

因和蛋白表达是主要的评价方法。
2. 5　 微环境交互与免疫调节

　 　 微环境交互和免疫调节变化对组织功能和

疾病进展具有重要影响。 在缺氧条件下,细胞外

基质( extracellular
 

matrix,ECM) 的组成和结构发

生变化,研究表明,缺氧导致 ECM 降解增加,细胞

黏附减少,细胞迁移增加,有利于肿瘤细胞侵袭

和转移[35] 。 缺氧时,凋亡的组织内皮细胞会导致

血管完整性丧失,使免疫细胞浸润增加,凝血性

增强并出现强增殖能力的凋亡抵抗性内皮细胞,
进而促进血管重塑的发展[34] 。 然而,缺氧条件下

形成的血管往往存在结构异常,通透性增加特

点,这种变化进一步影响组织微环境[36] 。 在免疫

调节方面,缺氧对免疫细胞的功能和分布具有明

显的影响。 研究表明,缺氧条件下,巨噬细胞的

极化向促炎型( M1 型)转变,而产生大量炎症因

子,促进炎症反应[37] 。 缺氧对 T 细胞的影响尚不

明确,但一些研究表明,T 细胞活化和效应功能依

赖于氧气的存在,另一些研究则提示了 HIF-1α 信

号通路可增强 T 细胞的功能来应对缺氧反

应[38,39] 。 因此,利用免疫共培养,流式细胞术等

技术来分析细胞微环境和免疫相关指标对缺氧

模型评价具有重要意义(见表 2)。
表 2　 细胞缺氧模型核心评价指标

Table
 

2　 Core
 

evaluation
 

metrics
 

for
 

cellular
 

hypoxia
 

models
评价维度

Evaluation
 

dimension
代表性指标 / 技术

Representative
 

metrics / techniques
检测目的

Detection
 

purpose

细胞增殖与凋
亡[29,

 

40,
 

41]

Cell
 

proliferation
 

and
 

apoptosis

EdU / CCK-8 / MTT(细胞增殖);Annexin-V / PI 流式(细胞
凋亡);LDH

 

释放(细胞坏死)
EdU / CCK-8 / MTT ( cell

 

proliferation ); Annexin-V / PI
 

flow
(cell
apoptosis);LDH

 

release(cell
 

necrosis)

细胞存活率、死亡模式
Cell

 

viability,
 

mode
 

of
 

cell
 

death

能量代谢状态[40,
 

42]

Energy
 

metabolism
 

status

质谱 / 代谢组学(代谢物);乳酸含量;LDH 活性;NAD+ /
NADH 比值;ATP 含量检测
Mass

 

spectrometry / metabolomics
 

( metabolites ); LDH
 

activity;NAD+ / NADH;measurement
 

of
 

ATP
 

content

糖酵解水平、氧化磷酸化效率、能量变化
Glycolytic

 

level,
 

OXPHOS
 

efficiency,
 

energy
 

charge

氧化应激水平[41-45]

Oxidative
 

stress
 

level

MDA / SOD / GSH / CAT(氧化损伤);DCFH-DA(总 ROS);
MitoSOX

 

(线粒体 ROS);Seahorse
 

analyzer(线粒体功能)
MDA / SOD / GSH / CAT

 

( oxidative
 

damage );
 

DCFH-DA
 

( total
 

ROS );
 

MitoSOX
 

( mitochondrial
 

ROS );
 

seahorse
 

analyzer
 

(mitochondrial
 

function)

ROS 爆发强度、抗氧化能力、氧化损伤产物
ROS

 

burst
 

intensity,
 

antioxidant
 

capacity,
 

oxidative
 

damage

线粒体功能[42]

Mitochondrial
 

function

JC-1 / TMRM
 

( 膜 电 位 );
 

MitoTracker
 

( 质 量 / 形 态 );
 

Seahorse
 

Analyzer
 

(呼吸功能);
 

mtDNA / nDNA 比值(生物
发生)
JC-1 / TMRM

 

( membrane
 

potential); MitoTracker
 

( quality /
morphology); Seahorse

 

analyzer
 

( respiratory
 

function );
mtDNA / nDNA

 

ratio
 

(biogenesis)

线粒体健康状态、膜完整性、生物发生
Mitochondrial

 

health,
 

membrane
 

integrity,
 

biogenesis

细胞适应性响应[46-48]

Cellular
 

adaptive
 

response

qPCR/ Western
 

blot
 

(检测 HIF 下游基因,如 VEGF、GLUT1、
BNIP3 等)
qPCR / Western

 

blot
 

(detect
 

downstream
 

genes
 

of
 

HIF,
 

such
 

as
 

VEGF,
 

GLUT1,
 

BNIP3,
 

etc. )

HIF 下游基因表达
Expression

 

of
 

HIF
 

downstream
 

genes

微环境影响[49,
 

50]

Microenvironmental
 

impact

流式细胞术
 

(免疫细胞分型);
 

免疫共培养
 

(免疫杀伤);
 

ELISA / MSD
 

(细胞因子,如 IL-1β、IL-18)
 

Flow
 

cytometry
 

( immune
 

cell
 

typing);
 

immune
 

co-culture
 

(immune
 

killing);ELISA / MSD
 

(cytokines,
 

such
 

as
 

IL-1β,
 

IL-18)

缺氧介导的免疫抑制、炎症因子的释放
Hypoxia-mediated

 

immunosuppression,
 

inflammatory
 

factor
 

release
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3　 不同组织细胞缺氧模型特点

3. 1　 慢性肺疾病

　 　 肺是机体与外界进行气体交换的核心器官,
其结构与功能的稳态高度依赖氧分压的动态平

衡。 缺氧作为重要的病理生理刺激,不仅可触发

肺的适应性代偿机制来维持供需平衡,在慢性病

理状态下还驱动肺组织重塑与功能损伤,其涉及

通气调节、血管反应及信号传导等多个层面。 急

性缺氧会使肺部血管平滑肌细胞暂时收缩,而慢

性 缺 氧 则 会 导 致 肺 动 脉 高 压 ( pulmonary
 

hypertension,PH ), 这主要与肺动脉内皮细胞

(pulmonary
 

artery
 

endothelial
 

cells,PAECs)与微血

管 内 皮 细 胞 ( microvascular
 

endothelial
 

cells,
MVECs)受损或功能失调有关,PAECs 响应缺氧

而增殖,而 MVECs 则发生细胞凋亡,这种变化可

导致肺血管重塑及异常血管生成[51] 。 此外,缺氧

还通过影响线粒体产生 ROS,导致 HIF-1α 的长期

激活,进而引发一系列反应,导致 PH 的发生[52] 。
在模型构建上,细胞选择以肺动脉平滑肌细

胞 ( pulmonary
 

artery
 

smooth
 

muscle
 

cells,
PASMCs)、 PAECs 和大鼠肺微血管内皮细胞

( pulmonary
 

microvascular
 

endothelial
 

cells,
PMVECs) 为主,采用长时间暴露于缺氧培养箱

(1% ~ 5%
 

O2 )模拟细胞缺氧环境。 YANG 等[34]

将 PAECs 暴露于低氧环境(1%
 

O2 )下,构建了细

胞缺氧模型,探讨 TRPC4 如何加重 PH。 ZHAN
等[53]使用大鼠 PMVECs 建立 H / R 细胞模型,通
过将细胞暴露于缺氧环境中缺氧 8

 

h,再复氧 6
 

h
来模拟肺缺血再灌注损伤。 JIANG 等[54] 通过将

PASMCs 细胞暴露于低氧环境中 48
 

h 来构建细胞

缺氧模型,旨在通过细胞缺氧模型研究甲基转移

酶样 3(methyl
 

transferase-like
 

3,METTL3)在缺氧

诱导的 PASMCs 焦亡中的作用机制。 HU 等[55] 将

PASMCs、PMVECs 和周细胞( pericyte
 

cells,PCs)
在缺氧条件下(5%

 

O2、5%
 

CO2 )暴露 24
 

h,通过

全转录组测序分析 3 种不同血管细胞类型中环状

RNA(circRNA)的差异表达,来探究 PH 的早期诊

断和潜在治疗靶点。
3. 2　 心血管系统

　 　 氧气在维持心肌功能及调控心血管稳态中

发挥多重作用。 其通过调控一氧化氮(NO)、ROS

平衡、酶活性网络及 HIF 信号通路,在维持心肌

功能及调控心血管稳态中发挥多重作用。 在生

理状态下,氧气参与 NO 的合成,该化合物是重要

的血管舒张因子,一方面可通过激活鸟苷酸环化

酶(guanylate
 

cyclase,GC)促进心肌细胞收缩协调

性,另一方面可通过调节血管平滑肌细胞张力实

现血管舒缩功能的动态平衡[56,57] 。 在氧化代谢

过程中,氧气还参与 ROS 的生成和调控缺氧相关

酶活性。 低水平的 ROS 可作为信号分子参与心

肌细胞分化、增殖等生理过程,而过量 ROS 则会

引发 OS,破坏细胞膜脂质结构、损伤 DNA 及蛋白

质[58] 。 HIF 在心脏氧稳态中具有双重作用。 急

性缺氧时,HIF-1α 通过诱导 VEGF 等基因表达促

进侧支循环建立及红细胞生成,发挥心肌保护作

用[59] 。 当长期缺氧时,HIF 持续激活可诱导心肌

纤维化相关基因,如转化生因子 β ( transforming
 

growth
 

factor-β,TGF-β)表达,加剧心肌重构,最终

进展为心力衰竭[60,61] 。
在模型构建上,细胞选择以小鼠原代心肌细

胞或大鼠心肌细胞( H9C2)细胞系为主。 缺氧模

拟采用低氧培养箱设置 2% ~ 5%
 

O2 浓度,或结合

糖氧剥夺( oxygen-glucose
 

deprivation,OGD) 模拟

急性缺血缺氧,复氧环节可模拟缺血再灌注损

伤。 KOSANAM 等[33] 利 用 100 ~ 150
 

μmol / L
 

CoCl2 溶液将 H9C2 心肌细胞暴露于 8
 

h 的缺氧

环境,随后去除 CoCl2 的影响,在正常条件下进行

24
 

h 的复氧处理,构建 H / R 细胞模型,利用此模

型来研究肉桂酰咪唑对减轻心肌梗死引起的 OS
和凋亡的作用。 CHEN 等[48] 从新生小鼠心肌组

织中分离出来原代心肌细胞,分别在培养箱中以

正常氧条件(21%
 

O2 )和低氧条件(2%
 

O2 )进行

培养来建立细胞缺氧模型,持续时间分别为 1、3、
6、9 和 12

 

h。
3. 3　 肾脏系统

　 　 肾血流量占心输出量的 20% ~ 25%,肾脏的

高代谢特性使其对缺血缺氧极为敏感[62] 。 肾小

管在缺氧条件下产生能量的能力有限,并且在代

谢过程中氧气的消耗迅速[63] 。 因此,肾结构和高

氧需求结合在一起,使得肾脏容易受到导致缺血

条件的影响。 肾结构中的肾小管细胞具有重吸

收功能,此过程消耗大量能量,因此其成为研究

肾脏缺氧损伤的首要靶细胞。 缺氧时,肾小管上
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皮细胞线粒体自噬损伤,ROS 大量产生,进而触

发细胞凋亡与坏死[64,65] ;同时缺氧激活肾素-血

管紧张素系统( renin-angiotensin
 

system,RAS),促
进 TGF-β1 与结缔组织生长因子(connective

 

tissue
 

growth
 

factor,CTGF) 分泌,诱导肾间质成纤维细

胞活化与细胞外基质沉积, 加速肾纤维化进

程[66] 。 此外,缺氧还可导致肾小球滤过功能障

碍,引发蛋白尿与肾功能不全[67] 。
这些病理改变相互作用,可加速肾脏疾病进

展。 构建精准且具有代表性的肾脏组织模型,是
深入研究相关疾病病理机制的关键。 模型构建

时,细胞主要选择肾小管上皮细胞。 ZHANG
等[68]将人肾小管上皮细胞( HK-2)在缺氧培养箱

中(94%
 

N2、1%
 

O2 和 5%
 

CO2 ),持续培养 12
 

h,
模拟缺氧状态。 随后在正常培养条件下(37

 

℃ ,
5%

 

CO2)继续培养 2
 

、3 或 4
 

h,模拟再灌注状态。
BAI 等[69]使用缺氧培养箱先将肾小管上皮细胞

(RTECs)在正常培养箱中培养一段时间,之后分

别暴露于常氧条件(37
 

℃ 、21%
 

O2、5%
 

CO2)和低

氧条件(37
 

℃ 、5%
 

O2、5%
 

CO2 ),每 24
 

h 从低氧

处理组收集样品,分析不同缺氧时间点的变化。
3. 4　 肝脏系统

　 　 肝脏作为人体物质代谢、解毒及合成功能的

核心器官,其正常功能依赖稳定的氧气供应,而
缺氧可通过影响肝细胞能量代谢、激活应激通路

及调控细胞命运,引发一系列病理生理改变。 其

中,HIF 是目前发现的最重要的低氧应激因

子[70] 。 研究显示,慢性缺氧可加重慢性肝损伤,
HIF-2α 通过重编程肝脏巨噬细胞,使机体出现适

应性调控,避免急性肝损伤[71,72] 。 但急性缺氧可

快速引发肝细胞功能障碍甚至坏死,核心机制包

括能量代谢障碍、 OS 与细胞凋亡等病理重塑

过程[73-75]
 

。
基于上述病理机制,肝脏组织特异性缺氧模

型的构建需围绕模拟代谢紊乱与纤维化进程展

开,通过精准调控细胞、缺氧环境及微环境,实现

对肝脏缺氧病理过程的系统性还原。 模型构建

体系中,细胞体系以原代肝细胞和肝星状细胞

(hepatic
 

stellate
 

cells,HSCs)为主。 NING 等[76] 将

小鼠肝脏细胞系( AML12) 在浓度控制为 1%
 

O2

培养箱中培养来构建细胞缺氧模型。 LI 等[77] 将

HSCs 每 60
 

s 循环中,暴露于 14% ~ 15%O2 中 5
 

s,
持续 12、24 或 48

 

h,以此来模拟慢性间歇性缺氧

对 HSCs 的影响。
3. 5　 实体肿瘤

　 　 缺氧是 90%实体瘤中广泛存在的一种特质,
与肿瘤的增殖、分化、血管生成、能量代谢等密切

相关[78] 。 缺氧状态下,肿瘤细胞通过激活 HIF-
1α / HIF-2α 通路,上调 GLUT1 与乳酸脱氢酶 A
(lactate

 

dehydrogenase
 

A,LDHA) 的表达,增强糖

酵解代谢,产生“瓦博格效应” [79] 。 同时,VEGF、
趋化因子(如 CXCL12)的分泌,会招募内皮细胞

和肿瘤相关巨噬细胞,促进肿瘤血管生成与免疫

逃逸[80,81] 。 缺氧还可通过上皮-间质转化增强肿

瘤细胞的侵袭与转移能力, 并诱导癌干细胞

(cancer
 

stem
 

cells,CSCs) 富集,导致出现耐药与

肿瘤复发[36,82,83] 。
肿瘤组织这种复杂的缺氧微环境病理机制,

决定了其特异性模型的构建需整合多维度技术

手段,实现对肿瘤恶性生物学行为的精准模拟,
以契合肿瘤在体内的真实生理状态。 在模型构

建过程中需兼顾肿瘤细胞的多样性与缺氧环境

的动态变化,大多选择肿瘤细胞系和原代肿瘤细

胞。 HARADA 等[49]使用 DFO 作用于小鼠的肾细

胞癌细胞系(RENCA)使细胞处于缺氧状态,并结

合基因芯片分析,来研究肿瘤组织中免疫细胞浸

润减少的原因。 YU 等[84] 将 LN229 人胶质母细

胞瘤细胞( GBM)、Huh7 人肝细胞癌细胞( HCC)
和人口腔角质形成细胞( HOK)三种细胞培养在

1%
 

O2 的环境中 12
 

h 以构建细胞缺氧模型,来探

究低氧条件下肿瘤细胞自噬的早期激活机制(见

表 3)。

4　 讨论

　 　 细胞缺氧模型在推动缺氧相关研究中发挥

重要作用,寻求更科学的构建方法已成为缺氧机

制研究和临床靶向治疗的关键。 目前应用的物

理缺氧、化学诱导及基因编辑等方法各具特色:
物理缺氧方式可不引入外源化合物而高度模拟

体内缺氧环境,避免代谢副产物干扰,在细胞缺

氧模型研究中占据重要地位,其虽能营造低氧环

境,却无法呈现如实体肿瘤中缺氧的时空变化以

及脑缺血后的再灌注损伤等复杂过程;化学诱
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　 　 　 　 表 3　 不同组织 / 疾病细胞缺氧模型特点与应用
Table

 

3　 Characteristics
 

and
 

applications
 

of
 

cellular
 

hypoxia
 

models
 

in
 

different
 

tissues / diseases
组织 / 疾病

Tissue / Disease
常用细胞类型

Commonly
 

used
 

cell
 

types
模型构建参数

Key
 

parameters
 

for
 

modeling
主要观测指标 / 表型

Major
 

readouts / phenotypes

慢性肺疾病[34,53-55]

Chronic
 

lung
 

diseases

肺动脉平滑肌细胞( PASMCs)、肺动
脉 / 肺微 血 管 内 皮 细 胞 ( PAECs /
PMVECs)
Pulmonary

 

artery
 

smooth
 

muscle
 

cells
 

( PASMCs ); pulmonary
 

artery /
pulmonary

 

microvascular
 

endothelial
 

cells
 

(PAECs / PMVECs)

慢性持续性缺氧;慢性间歇性
缺氧
Chronic

 

sustained
 

hypoxia;
 

chronic
 

intermittent
 

hypoxia

EMT、炎症因子释放(如 IL-6,
 

IL-
8)、细胞外基质沉积(纤维化)
EMT,

 

release
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

( such
 

as
 

IL-6,
 

IL-8 ),
 

extracellular
 

matrix
 

deposition
 

(fibrosis)

心血管系统[33,
 

48]

Cardiovascular
 

system

原代心肌细胞、心肌细胞(H9c2)
Primary

 

cardiomyocytes,
cardiomyocytes

 

(H9c2)

急 性 严 重 缺 氧 / 氧 糖 剥 夺
(OGD)、慢性中度缺氧、缺氧 /
复氧模型

 

Acute
 

severe
 

hypoxia / Oxygen-
glucose

 

deprivation
 

( OGD );
 

chronic
 

moderate
 

hypoxia;
 

hypoxia / reoxygenation
 

model

细胞凋亡 / 坏死、线粒体功能、血
管生成因子表达
Apoptosis / Necrosis,

 

mitochondrial
 

dysfunction; angiogenic
 

factor
 

expression

肾脏系统[68,
 

69]

Renal
 

system

肾小管上皮细胞系(HK-2)
Renal

 

tubular
 

epithelial
 

cell
 

line
 

(HK-2)

缺氧 / 复氧模型模拟缺血再灌注
The

 

hypoxia / reoxygenation
 

model
 

simulates
 

ischemia-reperfusion

屏障功能破坏、炎症反应、促纤
维化因子
Barrier

 

dysfunction, inflammatory
 

response,pro-fibrotic
 

factor

肝脏系统[76,
 

77]

Hepatic
 

system

原代肝细胞、肝星状细胞(HSCs)
Primary

 

hepatocytes,
 

hepatic
 

stellate
 

cells
 

(HSCs)

慢性间歇性缺氧
Chronic

 

intermittent
 

hypoxia

细胞凋亡、星状细胞活化、HIF 靶
基因、氧化应激
Apoptosis,Stellate

 

cell
 

activation,
 

HIF
 

target
 

gene,
 

oxidative
 

stress

实体肿瘤[49,
 

84]

Solid
 

tumors
各种癌细胞系
Various

 

cancer
 

cell
 

lines

急、慢性缺氧整合其他微环(整
合酸中毒、营养匮乏等压力)
Acute

 

and
 

chronic
 

hypoxia
 

integrate
 

other
 

microenvironments
 

( integrate
 

the
 

pressure
 

of
 

acidosis,
 

nutrient
 

deprivation,
 

etc. )

HIF 靶基因、糖酵解重编程、侵
袭 / 迁移能力、治疗抵抗
HIF

 

target
 

genes,
 

glycolytic
 

reprogramming,
 

invasion /
migration

 

capacity,
 

stemness,
 

therapeutic
 

resistance
 

导模型虽能实现对特定因子的调控,因其化学物

质特性,可能对细胞代谢产生非特异性干扰,使
模型结果于体内实际情况存在偏差。 更为关键

的是,不同组织对缺氧的应答存在显著差异,慢
性肺病的缺氧区域性、神经细胞的高敏感性、肿
瘤细胞的代谢适应性等特征在多采用单一诱导

方式的模型中未得到充分体现,导致模型难以精

准反应特定疾病的病理机制。 同时,评价体系的单

一化,仅依赖少数分子指标来判断模型有效性,忽
略了组织特异性,进一步降低了模型的适用性。

基于这些问题,分析缺氧发生发展机制及指

标评价,以组织生物学特性为核心进行模型的优

化具有创新意义。 现提出以下几点优化方案:
(1)利用机器学习调控缺氧暴露:基于不同组织

对缺氧反应时间存在显著差异,以及不同疾病缺

氧特点不同,可利用机器学习在模型构建过程中

自动调整氧气浓度、缺氧暴露时间以及复氧频

率,以贴合体内损伤的缺氧条件。 (2) 在微环境

构建方面:结合 3D 培养技术与组织特异性,能更

好地模拟体内环境,如心肌细胞模型适用胶原蛋

白-明胶水凝胶模拟心肌间质,神经细胞模型通

过添加星形胶质细胞共培养复现神经炎症微环

境。 (3)多模态数据融合:通过实验数据和文献

挖掘整合分子、功能、病理三层指标,如在心肌细

胞上整合分子( HIF-1α)、功能(收缩力) 和病理

(表型)三方面表达的关系,形成心肌细胞缺氧模

型有效性指数,从而实现不同组织细胞模型评价

时采取相应的特异性指标来验证,以确保模型能

匹配相关疾病的特征。 (4) 增加模型验证环节:
利用已知对特定组织缺氧有保护或加剧作用的

药物处理模型,观察结果是否符合预期,以此作

为模型验证依据。
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对现有模型进行优化,最终目标是构建出一

系列具有高度针对性和病理相关性细胞缺氧模

型。 这些模型将为研究特定组织缺氧相关疾病

(如慢性阻塞性肺病、心肌梗死、缺血性脑卒中、
肿瘤耐药及慢性肾病等)的机制、筛选保护药物、
评估治疗策略,提供更可靠、更具观测价值的体

外研究平台。
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